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Anmelder: Deutsches Krebsf orschungszentrum 
" 01 igonukleotid-Kon jugate" 
Unser Zeichen: K 2734 - sch / st 



Oligonucleotid-Kon jugate 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Oligonucleotid-Konjugat 
umfassend: (a) ein Oligonukleotid, dessen Sequenz mindestens 
zu einem Teil einer intrazellularen Nucleinsauresequenz kom- 
plementar ist; und (b) ein Somatostatin-Analoges . Die vorlie- 
gende Erfindung betrifft auch ein dieses Oligonucleotid-Konju- 
gat enthaltendes Arzneimittel , vorzugsweise zur Therapie von 
Geweben, bei denen der Somatostatin-Rezeptor (SSTR) iiberexpri- 
miert wird. 

In den letzten Jahren wurde eine groSe Anzahl von Publikatio- 
nen verof f entlicht (Chrissey, Antisense Res. Devel . 1 (1991), 
65) , die sich mit der biologischen Aktivitat von synthetischen 
"Antisense" -Oligonukleotiden (ODNs) befaSten. Die Idee, die 
sich hinter der medizinischen Anwendung derartiger ODNs ver- 
birgt, ist die intrazellulare Hybrid! sierung mit einer ent- 
sprechenden " Sense " -Sequenz der messenger RNA, welche fur ein 
bestimmtes Protein codiert. Nach ODN-mRNA Doppelstrangbildung 
wird RNase H aktiviert, welche die mRNA hydrolytisch zerstort. 
Andere Mechanismen haben eine Hemmung der Translationsinitna- 
tion und des SpleiSens von pra-mRNA zur Folge . Diese Mecha- 
nismen inhibieren die Expression eines bestimmten Proteins und 
sind fur ein intaktes ODN wiederholbar . Die Ef f ektivitat in- 
trazellularer "Antisense" -ODNs sollte daher groS sein. Neben 
einer Reihe von vielversprechenden Experimented die mit Zell- 
kulturen durchgefuhrt wurden, gab es jedoch gravierende Riick- 
schritte bei der klinischen Anwendung von "Antisense" -ODNs der 
ersten Generation. Zu Verbindungen der zweiten Generation 
gehorten vor allem die Phosphorothioate, die sich von den bis 
dahin getesteten ODN-Derivaten durch eine bessere in vivo- 
Stabilitat gegenuber Nucleasen und eine erhohte Zellmembran- 
permeabilitat auszeichneten. Die anderen Modif ikationen wurden 
an den Basen und am oligomeren Ruckgrat der ODNs durchgefuhrt, 
auf die hier nicht weiter eingegangen werden soil. Zu den zum 
Teil gravierenden Nebenef f ekten der Phosphorothioate gehorten 
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starke Immunreaktionen . Die Verbesserungen, die derzeit mit 
den kommerziell f avorisierten Phosphorothioaten errexcht wer- 
den sollen, sind einerseits Ladungsverminderung durch Ein- 
fuhren ungeladener Oligobausteine , um unerwiinschte Nebeneffek- 
te zu reduzieren und andererseits die Sequenzoptimierung, um 
die Affinitat zur Ziel-mRNA zu verbessern. 

Die Aufnahme von Oligonukleotiden in die Zelle erwies sich als 
zeit- temperatur-, energie- und konzentrationsabhangxg . Phy- 
sikochemische Charakteristika , die besonders die Pharmakokxne- 
tik dieser Verbindungen beeinf lussen, sind die Lipophxlxe, der 
lonisierungsgrad und die molekulare Gestalt. Limitierend wirkt 
sich dabei besonders ihre polyanionische Ladung beim Passxeren 
der positiv geladenen Zellmembran aus . Der Membrantransport 
und die zellulare Verteilung variieren stark bei modif izierten 
Oligonukleotiden als Funktion der veranderten Lipophilie und 
Ladungsverteilung (Crooke und Lebleu, Antisense Research and 
Applications (1993), CRC Press, Boca Raton, FL) - Unmodif xzxer- 
te Phosphodiesteroligonukleotide werden durch rezeptorgesteu- 
erte Endozytose in die Zelle internalisiert . Diese 34 bxs 90 
kDa Rezeptorproteine mit of f ensichtlich geringer Transport- 
k apazitat wurden unter Zuhilfenahme verschiedener Methoden 
identifiziert (Loke et al . , Proc . Natl. Acad. Sex. USA M 
(1989) , 3474; Yakubov et al . , Proc. Natl. Acad. Sex. USA 8^ 
(1989) 6454). Ihre wirkliche Funktionsweise ist aber noch 
nicht entschllisselt. Methylphosphonate dringen durch absorptx- 
ve Endozytose (Pinozytose) in die Zelle ein. Andere modxfx- 
zierte Oligonukleotide sind ebenfalls nicht auf eine Dxffusxon 
durch die Zellmembran angewiesen und werden durch Endozytose 
ohne spezielle Rezeptoren eingeschleust . Ob der Inhalt des 
Endosoms letztendlich im Zytoplasma ohne weiteres frexgesetzt 
wird, ist bisher jedoch noch unklar . Das Problem liegt xn dem 
schwierigen Nachweis der Oligonukleotide in den sehr dxcht 
beieinanderliegenden Zellkompartimenten Vakuolen, Zytoplasma 
und zellkern mit den gegenwartigen MeEmethoden (Millxgan et 
al J Med. Chem. 36 (1993), 1923). Manche Autoren berxchten, 
dafc'nur bis zu 10% der Oligonukleotide aus dem extrazellularen 
Raum ins Zellinnere gelangen (Edington, Bio/Technology 10 
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^ = t-ii-ri i rhen und modif izier- 

(1992) , 993) . ^7-^™^^— 

dagegen unter dem zellke rn. Die Korrelationen 

eine Konzentnerung der Probe enzmi)croskopie u nd 

zwisch en den ^ trldungen verdichteten die 

der biologischen Aktivitat aer v .. Frei _ 

m ^r-t- riurch die Zellmembran und die Frei 

These, daS der Transport durcn aie . effpk . 



zahlen . 



H.her unternommen um die Permeation 

zu verbessern. T . nide n eine erhohte Antisense- 

G egenwart von K."-.^ J^to. ^ ^ 

lig e et .1.. *"*e^Y Lipophilie eine verbesserte Pas- 
SitZ r a =n-«. gegenUber Pnospnodiestern. 

sl erbarkeit durch die erwah nten unerwunschten 

Sie »n„en aber anaererseits dx e o 0DN _ Se ^enzen 
Kebenreaktionen - und nacn- 

und Modifikatxonen zu massxver y 

£ol gender X— Nation eg . ^ ^ A££en 

, 1995 ), 546; Stein et al . , Gene m „ rleoti de Komplement- 

wurden durch ^^^^^TlLnl (GalbLtn et 
akti.ie.ung, T — biidung und B^™^, ^ 

verfugen Wac hstums£aktoren und Kezeptoren. 

schaften zu Protexnen, w ^tisense-Effekten (Mat- 

mit der Edge von zahlrexcnen „ ch t-»tx» ^ ^ 

teucci und Wagner. Nature 2M (1996) _ 

... ,1004) 1004; Hertl et al . , J- Invest. 

science 2S1 (1994), 100 ^ _ ^ (1M5)i 

(199 5>, 813; Maltese et al . , Nucl 

U46; Chavany et al . , Molec. Pharmac . M (1995), 

ta dere Strategien zur Verbesserung der = ™ 
die Xnduktion von bekannten ™^ KonjugaCion 
Kopplung besti^ter Gruppen. phospllolipld en Oder 
von hydrophoben Gruppen wie cholesterx 
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vo n iadungsKo^ensierenden Poiy <L-LYsin, ( P LL) -Ketten (croo.e 
un d Lebieu. Antisense Kesearcn and ^«^«- ^V. ™ 
Press Boca Raton, FL) . Acridin kon.ugiert am 3 - Oder 

hpsserten Nukleasestabilitat und emer festeren ny 
^ Illation — g.nstige ^ons, ekte - 
verscniedenen Zelltypen (Stein et al . , Gene 72 (1988) ^333). 
Ein weiterer interessanter Ansatz zur Fixierung der Olxgonu 

Lille auf der Zelloberf lache wird momentan von mehreren 
cleotide auf der Entd eckung der Ca^-abhangigen 

Arbeitsgruppen verfolgt. Die Rezep toren von 

Kohlenhydrat-erkennenden Domanen (CRDs) in den P 

: \;=— e it e„. - _re,e Pt oren ^e s- 

we ise Antisense-oiigonucleotide It "^f^*^ 

^ v, ares Protein verbunden (Mosigny et al . , Adv. urug 

: U994 1) oder Mannosephosphoroamidite automati- 

Del. Rev. 14 (1994), . . Recueil des Travaux 

siert in ODNs eingefuhrt (Wi]sman et al., Recue 

o im M 996) 397). FaSt man zusammen, so 
Chimigues des Pays-Bas 115 (1996), 

fuhrte die therapeutische Anwendung von ODNs D edoch 

"geLt nur zu unbef riedigenden Krgebnissen, vor a llem a uf- 

gru nd der se.r ine. , izienten ^^^^^1^1^ 
Fehlens eines spezifischen Transportsystems 

gewunschte Zellen. 

a-it Heat der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
Somit lregt oer Nachteile der 

A ntisense-ODNs bereitzustelien ^ ^ eingeseCzten 
vo rste h end bescfcriebene. b^e -r p u t „ ^ ^ ^ 
Verbindungen aufwersen, d.h. vor allem zie i ze llen 
aufgenorrcnen werden und bevorzugt in gewunschte 
eingeschleust werden konnen. 

Die L6sung die.es technischen Problem erfolgt durch die in 
del Patentanspr«chen geKennzeichneten Ausf.hr.ngsfor.en. 

r,r^n Frfindung warden ODN-Konjugate entwickelt, 
in der vorliegenden Erfindung aufge nommen werden 

die uber Somatostatin-Rezeptoren (SSTRs) aurg 

- t-.r, -1st ein im Hypothalamus vorhandenes zy 
konnen. Somatostatin ist em im yy 
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k Uscbes T etradeoapeptid, das .i-i, ^t^^r- 

nen aufweist ^ ^"z^ Hinzu ko^t , daS SSTKs in 

rung von Wachstumshormonen besrtzt Hi beispielsweise ln 

.erscniedenen Tutoren ^^^ t ^ b „ ir I t „ una 
kl einzeUigen _ - ™ Somit 

viele n weiteren (hauptsachlxc tielle s mole- 

stotte, int. moglich sein sollte, in 

nun die Oberiegung *™estellt. d * ^ das 9 naturlich e substrat 

Zell en zu «- S ^ r " er " d s e ta S X lu Lppeln und uber die SSTRs 
von SSTKS, d.n. an *o-"o. t a«n. « PP allerdings 
sine selektive Zellaufnatae zu "rerchen naturlichen Somato- 

sinlnaische Halbwertszeit des naturlicnen 
r t e a t i:r Tn vTJo Twenige, ais 3 ^n. -tgegen. Bs ^den in 
^ I n aber einige Anaioge des Somatostatins en—It, 
fur den erf indungsge m «en Zweck geeignet sern sollten. 

^ ^^^^ ^ 

;r ™r:iie <r ^ 

i.t, und (b, ein soMtostatin-^es ^ - 
— K h :r:C e ~n b S :i denen SSTKs 

astn^atiscner ^^^^ des zentralen Hervensy- 
tor) , zur Therapie von Erkrankungen Therap ie von 

stems (z.B. Ziel-RMA. Dopaminrezeptoren) und zur Tn 
Terz-Kreislauf-Erkrankungen ,z.B. ziel-*»: 

Als oligonukieotide ko^nen sowoM 01i«^-^^~^ 
axs aucn oligoribonukieotide ais Bevor _ 
zugsweise in stabilisierter For™ Z B J ° M * 
zugt sind wegen inrer grSEeren Stabilitat 3 edoc 

ribonucleotide . 
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D 

, t-*Mn Analoge werden bevorzugt Octreotid, Octreo- 
Als Somatostatin- Analoge octreotat, Lanreotid und 

. ^ nr-trpotid, Tyrosin-3-OctreotdL, 
tat, Tyrosin-3-Octreotid y ^ 22ig _ 2234 



RC-160 



<r j Andersen et al . , Chem. Rev. 99, 

^7 Desweiteren eignen sich Peptidmimetika , wxe 
(1999)) ve^ ;^« 41( s . 919 _ 929 (1 998)). 

PTR 30« (Gxlon -t J; ^ wel _ 

Octreotxd ist em senr verbesserten Spezifi- 

-= i "* US " i : r S » -in. (Bauer et a!.. 

eine .nteressante Altem *\ _ Der hler verwendete 

et al .. cancer Res^ 5J J199B> 43 .^^^ B it 

AusdrucK -Octreot.d ^ _ 1133 . 1140 , be - 

der von Bauer et al . , me • — Ausdruck "Octre- 

i 4_ ^ ri^r hier verwenaete AUbUiUL 

schriebenen Struktur und der nxer _ , oaes mit d er von 

— — sich --:; 9 r a :3r;;;;rer;^ene n .«»*- 

de --^--^^rc r b oneaure-OerWat von Octreotid 
tur. »° bel n eS se S1 ; u h sd 7 Ucke ^ auch ModifiXationen der 
handelt. Diese AusdrucKe _ swe ise Modifika- 

.. ,. rh beschriebenen Molekule, beispielsweise 
ursprunglich bescnrx De letion oder Addition von 

tionen, die den Austausch die sowie weitere , dem 

eine r Oder ^^H^en, die die 

Fachmann bekannte fur Peptide .^loges nicht Oder 

Kir^eit des Hol-ttU. als ^°^^J^ tM und 
ni c h t --licn^intr a= - IT s pace CT oai £ i,ierte 



761-769 (1997) ) . 



, en Ausfuhrungsform der vorlxegenden Erfxn 
in einer bevorzugten Ausfuhrung indu ngsgema£en 

5ind die Phosphodiesterbindungen des errxnaung 
dung sina axe ^ ^mrrnaterweise voll- 

„U,„.=1..0»-»«»" ,"™™" i.. Hot ... 

«„«„ «r ..... 
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n„ beKannt und dazu zahlt beispielsweise auch das in den, 
:Z,T g Zl Beispiel 3 beschriebene 

zur w eiteren — der 

ne n der Zuc*err ^ » ™ mkatiffl der Base „, z.B. 5- 

ZUCke V:T: - (Oligonucleotides and analo- 

Propinyl-T. 7 Desaza P P Eckstein, Oxford Unl- 

gues, A practical approach. Editor F Bd . 26 : 

versity Pre ss 1.91; Methods m Molecular B--g- 
Protocols for oligonucleotide conjugates .Synth es 
tical technics, Editor: S. Agrawa 1 » "» ^ ■ h _ 
AuKerdem sind Peptid-Nucleinsauredenvate U.B. PN 



bar 



■ r weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orn, der vorliegenden 
xn einer weiteren b _ Molek(11 mit Tyr >-0ctreotat. 

nachfolgenden Be 1S p^le 9 m3 ^ Gesamtm olekUls , ur» 

Dies erlaubt die " dloa * der Bindung an de n SSTR und/ 

qo beispielsweise die Eftizienz 

so beispi verfolgen zu konnen. 

oder die Aufnahme in die ^ene 

• bevorzugten Ausf uhrungsf orxn wurde zur Herstellung der 
in exner beV ° rZUgt ; von Pnosph orothioat-ODNs ausgegan- 

erfi "t~ t kovaient verkn.p ft warden. Cas 

dung des zyklischen Disulfids oxrdier 5 .-Thiol- 
einer N-ter m inalen Malei,ido-Einheit a*"*""^ protoonco . 
derivatisierte Phosphorothioat-OD^ di S gen - - fl _ 

gen bci- 2 gerichtet ™ L^derweise 

zierte Peptid ankonjugiert . Es wurae 
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„ « r diesen Tyr 3 -Oc tree tid-verkntipf ten Antisense- 
funden, da£ mit diesen iyr Prob leme des Standes 

lonHden d ie vorstehend genannten Probieme a 
Oligonucleotiden aie v ze igte, daS die 

der Techni , tr ::r — he ;^ in \ tat binden 

Konjugate noch an SSTRs m terminale 

„obei sich weiterhin ^''^■J^^Zl.i***^'- 

Konjugation der ODNs die Bindung an das 
kill nicht beeintrachtigt wird. 

, =-ind seiche erfindungsgemaSen oligonucleo- 
Besonders bevorzugt sind so- 

tid-Kon jugate, bei denen a oligonucleotid- 
«eotid Octreotat » lt *- * ^^ swei se tter eine 

M olek fl ls " <*er Acetal. MKin, 

T hioetner-verknup£ung er , Disul£id , Est er, 

Mid , Win. ^^"^^"^^.^^^eester Oder Thioharn- 
Ether, Phosphorsaureester^ Sul ng mit dem 5 - 

stoff Mi meisten bevorzugt ist die 
Ende des Oligonucleotids liber eine Di- 
sulf idverknupfung. 

r ist es daS das Somatostatin-Analoge Uber 
weiter bevorzug ist Substituenten einer im ologonukloetid 
einen Spacer mit einem ^ bevor . 

vorhandenen Base verknupf t ist . Al P ^ b evorzugt 

zu gt Kohlenwasserstoffgruppen, z.B. -(CH,),.,. 

Methyl-. Ethyl-. Propylgruppen . 

Die xucleinsanreseguenz des 0^™"^™'™^ 
sprechend der gewUnschten ^^J°^ 0 da£ e ine Hy- 

bridisierung stattfind t werden tenn . vorzugs- 
d es mtrazellularen zie intraz ellularen Nucleinsanrese- 

weise handelt es sich bei der prooncogen bzw. Oncogen 

^ enz „ eine ^ -ispie sweise » von „„. M 

ccdierende <^ ^ * n ^-Mole^le , deren Kuclein- 



tar sind. 



■ Mlt . eine gute Aufnahme iiber die SSTRs zu gewanr- 

Urn einerseits eine yu. 
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listen. andererseits eine stabile und spezi£ische ^«<*™» 
1 die zielnucleinsaurese^uenz zu erlauben, sollte dxe «u- 
".L™^ - er£indun g s g e. aB en 

Mis eine Lange zwischen acht und £unfz ig Nucleotiden starker 
bevorzugt eine ,an g e zwischen zw 0 l£ und zwanzi g Nucleot.den 
und am meisten bevorzugt etwa 15 Nucleotide aufwexsen. 

„ie bereits vorstehend diskutiert, ei g nen sich die er£indungs- 

Oligonucleotid-Molekale besonders zur -ipu at lon v o 
zellen bei denen die SSTRs uberexprr.xert sind. ber 
si eLweise bei besti^ten Tu.oren, und so.it auch zur gezre - 
ten Lortherapie. So.it betrifft eine weitere bevorzugte 
AulJhrungsfor. der erf indungsge^en oligonucleotid-Kon.ugate 
so hi deren Hucleinsauresesuenz zu der N u=leinsaure Seq uenz 
les ZieLolektUs ko.ple.ent S r ist, dessen <*^^£ 

h alb der zelle Oder ^J^^SlTl^^ 

* r Pinem Tumor, assoziiert sma. 
S B hlen beispielsweise die ^As von Oncogenen bz„^ Protoonc c- 

. 9 o53 N _ myc , NF - KB , c-myc, Ha-ras, ' 

genen, wie bcl-2, , ^ ' 

PKA(Ria) und c-raf-1. 

Di e H_ von bcl-2 ist bevorzugt, da eine groSe Anzahl von 
"uLtvpen eine aberrante Expression des "^IZo^l 
■ r was zu einer Erhohung der Konzentratron des Proteins 
;:" E : t » -i— Protein wei* .an, da. es die Apoptose 
, Q „ m , cnmit ist die Hemmung der Expression <-i<= 

Tie o der Tu.orzellen und da.it die Eli.inierung des 

« - bewirken, ein sinnvoller Ansatz zur Krebstherap^ 
"weitere bevorzugte Ausfuhrungs£or. des Olrgonucleotrds 

ein MolekUl. dessen Nucleinsaureseguenz zu 
" M der das Protooncogen bcl-2 codierenden Nucleinsaure 
S1M TSll r d ; ist In etner besonders bevorzugten Aus£uhrungs- 
komplementar ist. In emer Molekiil die 

(or. u.£aSt das er£indun g s g e.a E e 

Nucleinsaureseo^enz 5 ' -GTT CTC CCA GCG TGT GCC AT-3 . 

rH- vnrlieaende Erfindung ein Arznei- 
^ «£ nln^es oUgonudeotid-Kon.ugat 
rtSi;, ge g ebenen£alls in Ko^ination .it eine. phar.azeu- 
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• Qt -« Tracer und die Formulie- 

ti3Ch « t *u*. ^r. 1 ^ — c - m 

rung derartiger *™Tb i^lweise 

g eergneten Tragern ^ J ■ ■ b.i.pi.l.«i« 

Kochsalzlosungen, Wasse L5su ngen etc. Das 

Oi/Wasser-Emulsionen, Netz.rtt ^ Inje ktions- 

erfindungsgemaEe Arznexmrttel kann Zap£ chen S 

etc. vorlregen. Es kann hc werden . Die Art der 

Zinksalze, Liposcmen etc.) aIld eren davon ab, 

verabreichung des Arznei^ttels n a n gt unt ^ ^ 

in w elc h er PO,. d« «™"j;-;::' £ar die pa renterale 
parenteral erfolgen. Z de inCra . arteri elle U.B. 
verabreic^ung g eh 6 ren ^ anu , lMlllr ., intra^eduliare, 

* direkt zu ernem Karzino . intraven8se , intraperitonea- 
5 intrathekale, intraventrrkulare , n 

le . ------ °-: h r; nS :ir;:r baling kann auc h dure, 

sublingual) verabreichung. Die uird vo n den, 

Mik roin je ktion erfolgen. Die ^-^"J verschiedenen Fakto- 
benandelnden Arzt bestir und nangt von dem 

» - teiSPielS r: £e d ;;;rt Tnd L Stadium der Krkrankung, 

Gewicht des Patienten, der Art u 
der Art der Verabreichung etc.. 

• A Has erf indungsgemaSe oligonucleotid-Konjugat 
Vorzugsweise wxrd das erf xndung g e zur Be hand- 

25 zur Antisense-Therapie verwendet * eisp prozessen , asth- 

^ !ung von viralen Er*r ankungen , entzundlxcben slauf _ 

• matisChen ..—gen, ^ «'.X«i.. ™ - 

30 Hirntumoren. 

Beschreibung der Figuren: 

.- — m,^3-r>ri-reotatzQBar£ga^ 
Fi-r_^ Sche i ,a_de^H^ 
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„ Herstellu^eiLJ^^ 
Figure ScheniaJeUiglSte™ 

TyjdrOctreotats_ • <™ TI(TFA) 3 ; (c) Mal- 

,^ Schrittweise Elongation; (b) Tld 
(a) ScnritLw Phenol, TIfa • 

(CH 2 ) 5 COOH, HOBTU, DIPEA; (d) 

Figu^ii. Chemische_struiccu^ 

Konjugation eineb Keaktionsge- 

tias mit a em -xe^ao-^p^ - II; 

ODN-Dimer-Nebenprodukt, II Gereinigte s Konju- 

schussiges Kaleinddo-Pept.d. <B) . 

gat 6 

nrti f iziertejL^^iSnioam^^ 

20-Mer_ODNs^^ 

NaCi^ , pct-er-Strangen mit 

-, „„,.=irpn phosphorodiestei. 

Von komplementaren P Se nse-bcl-2- 

eo >,rl-2-Phosphorothioat (U) , 
Antisense-bcl z KonDU _ 

,_■ el nDN-KonDugat 5 - 

Pnosphorothxoat ( >, 0 tisense -bcl-2-Pho- 
gat 6 (I) und Kontroll-Stra ng htlichkei t 

. / ▲ \ Aus Grunden der UDeibi 

sphorodiester (♦) • Aus • nqeze ichnet . 

ist nur jeder zehnte MeSpunkt exngeze 



TT-i qur 6_ 



30 



35 



yerdran5ung_^pn — 

M32E ^ n wurden aus drei Experimenten erndt- 
Die Messungen ^ rde * spe zifische Bindung in 

t elt. Die Ordinate stellt die P tbindung mi - 

ProZ ent da,; diese ^^^^^ 5 
nus Bindung in Cegenw d ^ ^ ^ ? 

durchgezogene Lime) , 
(♦; gestrichelte Linie) . 

Rrm . Acetamidomethyl; Boc : tert-Buty- 
Verwendete Abkiirzungen: Acm. DTT -. Dithiotreitol ; 
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triazol-l-yl) -1, 1, 3 , 3 -Tetramethyluroniumhexaf luorophosphat ; 
triazoi y nor , MH - S PPS • Festphasen-Peptidsyn- 

nnN . oliqodesoxyribonucleotid, bFFb . f 

ODN. unguu a QT ^^. tfaA • Triathylammonium- 

these; SSTR: Somatostat m-Rezeptor , TEAA . 

acetat; TIS: Triisopropylsilan . 



Die 



folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 



Beispiel 1: Allgemeine Verfahren 

t umr snf Pinem "Gynotech P-580"- 
Die Peptide warden mitt els HPLC auf exnem y 

emem C-R5A mteg verwendeten Saulen waren 

15 Deutschland) ausgestattet war. Die ver 

» N ucleosil C 13 « 5„m, 250 x 4 - (Macnery * Nagel. « 
oeutscniand) und "Licosorb RP-select B- 10 ^ « » 
(Merck , Darmstadt, Deutschland). Die OD.s wurden auf e« 

„ HpTC svstem auf -prp-1 Materila" 7 /im, 305 x 7 mm 
-Waters" HPLC-System auc uv-Messungen sowie 

■r, interface angeschlossenes "Varian Cary 13 -Spektro 

meter £U r W-UC durcnger^rt «»■ ™ onil 
Mas se„ S pe k tro ma tri S = h e .nalysen der Pep^d. ^ 

2S cleotide wurden m it erne* »ld & Ins „ ts , chestnut 

L aser Desorption/ lonrsatron; F._ K « tOS ^-speKtren von 

Ridge . New Vor k , USA. 0--Sp*«o„e t er «Pa. 

Maleimido-Peptid 4 wurden auf emem AM 250 sp 

BruXer Analytic O^H, Kheinstetten. ™"<* 1 »*» „ c) 
und werden .1. a-Einheiten relativ ,u CD CD 5 ; *^ ^ 
ausgedrUcKt. Die Peptide wurden .anuell jn erne, 
syntnetisiert. Die 01igonucleot.de wurden •»* « 
3 94 .-D N A-Synthe S egerat (Applied Brosystems, Foster City, 
r d I r au, elne, -PerSeptive Expedite "^^^ - 

^^m C uombura Deutschland) . hergesuexx u 
Seotive Biosystems, Hanuoury , ,r^vioi- 
bept c . ffrf1 9 ---Lvonhilisator (Christ, 

^irJ^r-^^- -ra.indung.tudi » 
auf eine, eigens da.ur nergesteilten Filtratronsgerat 
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durchgef iihrt . 

Alle Standard-Reagenzien waren von Merck (Darmstadt, Deutsch- 
land) . Die Chemikalien fur die Peptidsynthese waren von Nova- 
biochem (Lauf elingen, Schweiz) , N-maleinimido-6-capronsaure, 
Thallium(III) trif luoracetat und TIS von Fluka (Buchs, 
Schweiz) . Die Chemikalien fur die Oligonucleotid-Synthese 
waren von Perkin-Elmer-Applied Biosystems (Norwalk, Connecti- 
cut) oder PerSeptive Biosystems (Hamburg, Deutschland) . Das 
Reagenz EDITH fur Sulf urisierung war ebenfalls von Perseptive 
Biosystems. Das Thiol-Linker-Phosphoramidi t war von Glen Re- 
search (Sterling, Minnesota, USA) . Wasserfreie Losungsmi ttel 
waren von Merck, PerSeptive Biosystems und SDS (Peypin, Frank- 
reich) . NAP-10 Gelf iltrationssaulen waren von Pharmacia (Upp- 
sala, Schweden) . Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem "Brad- 
ford" -Assay (Sigma) . Wasser wurde mit einem "Milli-Q" -System 
von Millipore, Saint-Quentin, Frankreich) gereinigt . Tyr 3 - 
Octreotid wurde mittels SPPS hergestellt. 125 I-Tyr 3 -Octreotid 
wurde durch Iodierung von Tyr 3 -Octreotid mittels des Chloramin- 
T-Verfahrens gemaS Bakker et al . , J- Nucl . Med. 9 (1990), 
1501-1509, hergestellt. Das erhaltene Produkt wurde iiber HPLC 
gereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. 
Das Radioisotop Na 125 I war von Amersham Pharmacia Biotech (Fre- 
iburg, Deutschland) . Die zueinander komplementaren unmodifi- 
zierten Phosphodiester-ODNs und Phosphorothioat-ODNs fur die 
Schmelztemperatur-Analyse 5 ' -GTT CTC CCA GCG TGT GCC AT-3 ' 
(Antisense) und 5 ' -ATG GCA CAC GCT GGG AGA AC-3 ' (Sense) wur- 
den gemaS Standardverf ahren synthetisiert . 



Beispiel 2: Synthase des Maleimido-modif izierten Tyr - Oc- 

treotats 

Obwohl Octreotat nur acht Aminosaureres te enthalt, wird die 
Syn these durch verschiedene strukturelle Merkmale erschwert, 
insbesondere laSt sich die Zyklisierung der Disulf idbriicken 
nicht mit der fur die Konjugation erf orderlichen Einfuhrung 
von Amino- und Thiol-reaktiven Gruppen in Einklang bringen. 
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Daher wurde in der vorliegenden Erfindung ein Syntheseproto- 
koll entwickelt, das die Festphasenbildung der Disulf idbriicken 
und die anschlieSende Verkniipfung mit der reaktiven Gruppe 
erlaubt. Dabei wurden die Peptide mittels der Fmoc-Chemie auf 
1 g " Fmoc -Thr ( 'Bu ) -Wang " -Har z (0,61 mmol/g) (Fa. Novabiochem, 
Laufelingen, Schweiz) zusammengefiigt (Figur 2) . Bei diesem 
Vorgehen wurde auch der Tyrosin-Rest zur Ermoglichung einer 
radioaktiven Markierung mit Iod eingefiihrt . Die Konjugation 
des Maleimido-Anteils an das Peptid verhinderte die nachfol- 
gende Zyklisierung des Disulf ids. If-Fmoc-Minosauren mit den 
folgenden Sei tenketten-Schutzgruppen wurden verwendet : Cys (Ac- 
m) , Lys(Boc), Thr( c Bu), D-Trp(Boc) und Tyr( fc Bu). Alle Kupp- 
lungsschritte wurden in DMF durchgefiihrt . Die Peptidketten 
wurden manuell entsprechend einem modif izierten in situ-Neu- 
tralisierungszyklus (Schnolzer et al . , Int. J. Peptide Protein 
Res. 40. (1992) , 180-193) konstruiert. Dieser Zyklus bestand aus 
einem zweifachen Entkuppeln (1 min und 5 min) mit 50% Piperi- 
din in DMF und 10 min Kuppeln mit 4 Aquivalenten Fmoc-Amino- 
saure (0,4 M in DMF, 5 min Inkubation mit 3,9 Aquivalenten 
HOBTU und 6 Aquivalenten DIPEA) . Nach Beendigung der Reaktion 
wurde das Harz (1,75 g Trockengewicht ) mit Piperidin in DMF 
behandelt, um so die Schutzgruppe von der terminalen a-Amino- 
gruppe des Peptids zu entfernen. Ein Aliquot wurde gespalten 
und iiber HPLC analysiert, wobei sich die Bildung des Produkts 
1 mit einer Ausbeute iiber 90% zeigte. 200 mg des Harz-gebunde- 
nen Peptids 1 wurden mit einem zweifachen molaren UberschuS an 
Thallium (III) trif luoracetat in DMF bei Raumtemperatur zykli- 
siert. Durch Analyse eines kleinen Aliquots konnte gezeigt 
werden, daS die Bildung des Produkts 2 innerhalb einer Stunde 
im wesentlichen abgeschlossen war. Nach griindlichem Waschen 
wurde, wie vorstehend beschrieben, N-Maleinimido-6-Capronsaure 
angekuppelt, das Harz gewaschen und iiber Nacht unter Vakuum 
getrocknet. Die Spaltung wurde mit 5 ml 37:1:1:1 
TFA/H 2 0/Phenol/TIS zwei Stunden bei Raumtemperatur durchge- 
fiihrt. Das Harz wurde abfiltriert und gewaschen. Das Peptid 
wurde durch die allmahliche Zugabe von tert-Butyl-Methylather 
bei 4°C prazipitiert. Die Reinigung erfolgte mittels Umkehrp- 
hasen-HPLC auf der "RP-selectB" -Saule mit folgendem Gradien- 



14. Februar 2000 



15 

ten: 20% B -> 50% B in 7,5 min und 50% B -»• 100 % B in 5 min 
(A=H 2 0, B= Acetonitril, beide mit 0,1% TFA) ; Durchf luSgeschwin- 
digkeit: 4 ml /min. Unter diesen Bedingungen eluierte das Pep- 
tid nach 10,2 min. Nach der Lyophilisierung wurden 44 mg Pro- 
dukt 4 als lockeres Pulver erhalten (43,6% Gesamtausbeute) . 
Das gereinigte Peptid wurde mittels Massenspektrometrie cha- 
rakterisiert. Fur C 59 H 75 N :1 0 15 S 2 [M + H] + m/z wurde 1243,4 kalku- 
liert; gefundener Wert: 1244,2. 13 C NMR (CD 3 0D) 8 = 20,02 (q) , 
20,58' (q), 22,89 (t), 26,28 (t), 27,14 (t), 27,70 (2 C) (t), 
29,24 (t), 31,42 (t), 36,75 (t), 38,4 (t), 39,34 (t), 40,19 
(t), 40,65 (t), 46,45 (t), 46,52 (t), 53,86 (d) , 54,16 (d) , 
54,43 (d), 55,18 (d) , 56,42 (d) , 57,68 (d) , 59,68 (d) , 60,55 
(d), 68,55 (d), 69,09 (d) , 110,41 (s), 112,33 (d) , 116,23 (2 
C), 119,53 (d), 120,05 (d) , 122,57 (d) , 124,83 (d) , 127,74 
(d), 128,66 (s), 128,91 (s), 129,34 (2 C) (d) , 130,66 (2 C) 
(d), 131,54 (2 C) (d), 135,32 (2 C) (d) , 137,99 (s), 138,56 
(s), 157,35 (s), 171,26 (s), 172,11 (s), 172,60 (2 C) (s), 
172', 74 (s), 173,26 (s), 173,57 (s), 174,20 (s), 174,35 (s), 
175, 00 (s) , 175, 36 (s) . 

Nach der Oxidation verschiebt sich die Absorption der S-Koh- 
lenstoffatome des Cysteins im 13 C-NMR-Spektrum betrachtlich zu 
groSeren S-Werten (z.B. von 8 = 25,5 zu 8 = 38,9 fur Glutat- 
hion) . Somit kann diese chemische Verschiebung zur Bestimmung 
des Oxidationsstatus der Peptide mit Disulf idbriicken verwendet 
werden. Die 13 C-NMR-Signale der beiden C s des Cysteins in Ver- 
bindung 4 erschienen bei 46,4 und 46,5 ppm, was die Bildung 
einer Disulf idbrucke anzeigt. 



Beispiel 3: Synthese und Reinigung der 5 ' -Thiol -ODNs 

Die ausschlieSlich Phosphorothioatbindungen enthaltenden ODNs 
5'-GTT CTC CCA GCG TGT GCC AT-3 ' (Antisense) , 5 ' -ATG GCA CAC 
GCT GGG AGA AC-3 ' (Sense) und 5 ' -TAC CGT GTG CGA CCC TCT TG-3 ' 
(Nonsense) wurden mittels der g-Cyanoethyl-Phosphoramidit- 
Chemie im 1 /xm-Bereich synthetisiert . Die Acetylierung wurde 
mittels 0,1 M Essigsaureanhydrid/Tetrahydrofuran (THF) und 0,1 
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M Imidazol/THF durchgef uhrt . Die Sulf urisierung erfolgte mxt- 
tels des EDITH-Reagens (3-Ethoxy-l , 2 , 4-dithiazolin-5-on) . Das 
im Handel erhaltliche Thiol-Linker-Phosphoramidit mit exnem 
Spacer von sechs Kohlenstof f en ( 1-O-Dimethoxytrityl-Hexyl- 
Disulf id-1 ' - [ (2-Cyanoethyl) - (N,N-Diisopropyl) ] -Phosphoramxdxt 
(Glen Research) wurde an das 5<-Ende gekoppelt. An die letzte 
Kopplung schloS sich ein Acetonitril-Waschschritt an. Das Harz 
wurde unter einem Argon-Strom getrocknet und 12 Stunden bex 
55*C mit konzentriertem Ammoniak behandelt, der 0,1 M DTT 
enthielt, wobei gleichzeitig die Entfernung der Schutzgruppen 
des Thiolschutzes als auch die Spaltung vom Harz «folgte 
(Gottschling et al . , Bioconjugate Chem. 9 (1998), 831-837). 
Das Harz wurde durch Filtration entfernt und mit konzentrxer- 
t em Ammoniak gewaschen. Nach Rotationsverdampf ung der erhalte- 
nen Ldsung verblieb ein klarer RUckstand, der in sterxlem 
Wasser gelost wurde. Zur Entfernung von uberschussxgem DTT 
wurde die L5sung uber eine "NAP-10 <' -Gelf il trationssaule gelex- 
tet. Die ODN enthaltenden Fraktionen wurden sofort zur Kon D u- 
gation mit dem Peptid verwendet. 



Beispiel 4: Synthese des Ty^-Octreotat-Oligodesoxyribonu- 

cleotid-Konjugats 

Die 5'-Thiol-ODNs wurden zu dem Maleimido-Peptid 4 (funffacher 
«, in waGriger 0,1 K TEAA, pH-Wert 6 5, *°^J^ 
20% DMF enthielt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 1 M TEA*. 
P H-Kert 6,5. eingestellt. Oas Gemisch wurde vier Stun to , b« 
Raumtemperatur in*ubiert, wobei sich diese zert gema e r 
analytischen HPLC als fur eine vollstsndige aus- 
reichend zeigte. Fur die Reinigung der Kon^ugate uber RP-HPLC 
wurden folgende Puffer verwendet, Puffer A: 5, > Acetoni rxl n 
0 1 M Triathylammoniumacetat, pH-Wert 6,5; Puffer B= 70% Ace 
tonitril in 0,1 M Triathylammoniumacetat , pH-Wert 6 5 ; es 
„urde ein linearer Gradient von 0%-100% B (2 uber 
einen Zeitrau™ von 30 min verwendet. Die nach 22,3 m rn elu.e- 
renden Konjugate wurden gesarmelt und lyophilisiert . Die Aus- 
renaen * y .„„„„, ,„ und 42% (basierend auf der Menge 

beuten betrugen zwischen 34 una 
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der Ausgangs-5'-Thiol-ODNs) . Die Konjugate wurden mittels 
"MALDI-TOF" -Analyse charakterisiert . 5: m/z=7822,9 [M + H] + 
(C 258 H 3 3 5 N 79 O 120 P 2 eS 23 : berechnet 7819,96 g/xnol); 6: m/z= 7936,8 [M 
+ H]* (C 260 H 331 N95O 112 P 20 S 23 : berechnet 7936,07 g/mol); und 7: m/z=- 
7822,9 [M + H]* (C 258 H 335 N 79 O 120 P 20 S 23 : berechnet 7819,96 g/mol). Die 
Herstellung des Tyr 3 -Octreotat-Oligodesoxyribonucleotid-Kon;,u- 
gats mit einer stabilen Thioether-Bindung ist au&erdem schema- 
tise in Figur 1 gezeigt und die chemische Struktur der em- 
zelnen T yr 3 -Octreotat-Oligodesoxyribonucleotid-Konj ugate in 

Figur 3 . 

Das Chromatogramm des Gemischs der Rohprodukte zeigt vier 
Peaks bei etwa 16,8, 19,2, 21,1 bzw. 24,8 min, die verkurzten 
Sequenzen, dem ODN-Dimer-Nebenprodukt , dem Konjugat und uber- 
schussigem Maleimido-Peptid entsprechen (Fig. 4). Aufgrund der 
betrachtlichen Unterschiede hinsichtlich GroSe und Polarxtat 
konnten die Konjugate leicht von den Kontaminanten und uber- 
schussigem Edukt 4 abgetrennt werden. 



Beispiel 5: Schmelztenvperaturanalyse der Hybrid! sierung 

Die schmelztemperaturanalysen wurden zur Bestimmung des Ein- 
flusses des Peptidanteils auf die Hybridisierungsef f izienz der 
Antisense-ODN-Peptidkonjugate an den komplementaren Strang 
verwendet. Es wurde die Dissoziation von Duplices bestimmt, 
die aus aguimolaren Konzentrationen der ODN-Konjugate und 
einem unmodif izierten 20-mer ODN-Zielmolekul gebildet worden 
waren. Die Messungen wurden jeweils dreifach in verschlossenen 
Quartzkuvetten (1 cm Pfadlange) bei 260 nm durchgeftihrt . Die 
Proben wurden als Losungen der beiden komplementaren Oligomere 
in 1000 M l Puffer mit 0,5 OD hergestellt. Als Puffer wurde 50 
rtM Tris/HCl, PH-Wert 7,5, das 0,15 M NaCl enthielt, verwendet 
Die Schmelzkurven wurden bei einem Temperaturgradienten von 30 
bis 90°C mit einer Heiz- bzw. Kuhlrate von 0,5°C/min gemessen. 
Vor der Analyse wurde bei alien Proben die Hybridi sierung der 
Oligonucleotide durch funfminutiges Erhitzen auf 90°C und 
nachfolgendes langsames Abkuhlenlassen auf Raumtemperatur 
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bewirkt. Die Analyse wurde mittels der "Varian thermal - -Soft- 
ware (Fa. Varian, Plao Alto, USA) durchgef iihrt . Alle T m -Werte 
wurden von der ersten Ableitung der Schmelzkurve berechnet und 
diese stellen aus verschiedenen Analysen erhaltene Durch- 
schnittswerte (± Standardabweichung) dar . Die auf wiederholten 
Experimenten basierende maximale Unsicherheit bezuglich der T B - 
Daten betragt schatzungsweise ± 0 , 5°C . 

Der T der urnnodi f izierten 20-Mer Ausgangs-Phosphodiesterse- 
guenz betrug 7 3,1 ± 0,2°C. Im Vergleich dazu waren T m -Werte der 
Konjugate 5 (65,0 ± 0,0°C)und 6 (63,8 ± 0,5°C) relativ niedrxg^ 
Es ist bekannt, da* der T m eines Phosphorothioats im Verglexch 
zu dem entsprechenden Phosphodiester-ODN urn etwa 0 , 5°C/Nukleot- 
id absinkt (Freier, In: Antisense Research and Applicatxons 
Herausgeber Crooke, S.T., Lebeu, B., CRC Press Boca Raton, FL 
M 993) 67-82) . Somit waren die T m -Kurven fur solche mxt unmo- 
Lizierten ODNs erhaltenen typisch. Urn dies zu ^atxgen 
wurden unmodif izierte Phosphorothioat-ODNs ^rgestellt Dxe 
erhaltenen T m -Werte des Antisense-Strangs (64,8 ± 0, °C) und 
des Sense-Strangs (66,2 ± 0,5°C) bestatigten die Rxchtxgkext 
der Vorhersage. In Figur 5 werden die T m -Kurven der Duplxces, 
die die Konjugate 5, 5 und die unmodif izierten Phosphorothxoat- 
Ls enthielten, und die unmodif izierte Duplex v«^c^ 
Diese Ergebnisse weisen daraufhin, da£ der Peptxd-Antexl am 
5 --Terminus des 20-Mer-ODN die Hybridisierungsef f xzxenz nxcht 
beeintrachtigt . 



Beispiel 6: SSTR-Bindungsassays 

zur genauen Ermittlung der kompetitiven Verdrangungsreaktion 
wurde die Konzentration der Ko^ugate mittels des millxmolaren 
.bsorptionskoeffizienten bestim^t. Dabei wurde davon ausgegan- 
gen, da, e m die Su^ne des s m des ODN und des 

Lstellf e m = K(nAx 15,4 + nC x 7,3 + nGx 11,7 + nT x 8,8) 
" = n + nTvr x 1 4 + nPhe x 0,2) . Unter Verwen- 

x 0,9) + (nTrp x 5,0 + nTyr x x , * 

dung dieser Gleichung wurden folgende e m -Werte ermxttelt: - 
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180 5- 6 = 212,7; und 7 = 180,5. Fur die Bindungsassays wurden 
Rattenkortex-Membranen bei einer Proteinkonzentration von 500 
M g/ml in Inkubat ionspuf f er (10 mM HEPES , pH-Wert 7,6, nut 5% 
BSA Fraktion V, MgCl 2 (10 mM) und Bacitracin (20 jxg/ml) ) re- 
suspendiert. Pro Assay wurden 100 MS Protein verwendet . Dxe 
Zellmembranen (200 /*> wurden mit 30 ,1 Inkubat ionspuf f er mxt 
ansteigenden Konzentrationen des Kompetitors (Konjugate 5-7) 
(10- bis 10-» mol/1) vermischt. Ungefahr 20.000 cpm I-Tyr - 
Octreotid (etwa 20 pM) in 70 M l mkubationspuf f er wurden zu- 
gegeben. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur wurde dxe Inku- 
bation durch schnelle Filtration uber »GF/B» -Glasf aserf xlter 
(Whatman, Springfield Mill, USA) die mit 1% BSA enthaltendem 
Puffer angefeuchtet worden waren, beendet. Die Filter wurden 
'mit eiskaltem Puffer (10 mM Tris, 150 mM Nad) gewaschen und 
die gebundene Radioaktivitat wurde mittels eines Gamma-Zahlers 
bestimmt. Die durch Messung der Bindung in Gegenwart von uber- 
schussigem nichtmarkierten Octreotid (10- mol/1) S-essene 
unspezifische Bindung betrug etwa 10-20% der 

Die spezifische Bindung wurde als Gesamtbindung minus unspezx- 

fische Bindung definiert. Die Ergebnisse sind als 

d er aus drei Experimenten ermittelten spezifischen Bxndung 

angegeben . 

Figur 6 zeigt die f ortschreitende Verdrangung von »*I-Tyr»- 
-treotid von Rattenkortex-Membranen . Die drei untersuchten 
conjugate banden mit hoher Affinitat im unteren Nanomo ar- 
Bereich, die IC50-Werte der Konjugate 5, 6 und 7 betrugen 1,83 
+ 0 17 nM, 2,52 ± 0,43 nM bzw. 1,88 ± 0,47 nM. Die ahnlichen 
Affxnitaten machen deutlich, dafi die Sequenz des ODN die Re- 
zeptoraffinitat nicht wesentlich beeinflufit. 
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Patentanspriiche 

1. Oligonucleotid-Konjugat umfassend: (a) ein Oligonucleotid, 
dessen Sequenz mindestens zu einem Teil einer intrazellularen 
Nucleinsauresequenz komplementar ist; und (b) ein 
Somatostatin-Analoges . 

2. Oligonukleotid-Konjugat nach Anspruch 1, wobei das Oligonu- 
kleotid ein Oligodesoxyribonucleotid ist. 

3. Oligonucleotid-Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei bei 
dem Oligonucleotid die Phosphodiesterbindungen teilweise oder 
vollstandig durch Phosphorothioat-Bindungen ersetzt sind. 

4. Oligonucleotid-Konjugat nach Anspruch 1, 2 oder 3, wobei 
bei dem Oligonucleotid das 3 '-Ende. mit einer Propandiolgruppe 
kovalent verknupft ist. 

5. Oligonucleotid-Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
wobei das Somatostatin-Analoge Octreotid oder Octreotat bzw. 
ein Derivat davon ist. 

6 Oligonukleotid-Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
wobei das Somatostatin-Analoge mit dem 5 ' -Ende des Oligonu- 
cleotid-Molekuls kovalent verknupft ist. 



im 



7. Oligonukleotid-Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
wobei das Somatostatin-Analoge iiber einen Spacer mit einer 
Oligonucleotid-Molekiil vorhandenen Base kovalent verknupft 

ist . 

8. Oligonucleotid-Konjugat nach Anspruch 5 oder 6, wobei das 
Somatostatin-Derivat Tyr 3 -Octreotat ist. 

9. Oligonucleotid-Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
wobei die intrazellulare Nucleinsauresequenz eine mRNA oder 
virale RNA ist. 
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10. Oligonucleotid-Konjugat nach Anspruch 9, wobei die intra- 
zellulare Nucleinsauresequenz der codierende Anteil einer mRNA 



ist 



5 11. Oligonucleotid-Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 10, 

wobei das Oligonukleotid eine Lange von 8 bis 50 Nucleotiden 
aufweist . 

12. Oligonucleotid-Molekul nach Anspruch 11, wobei das Oligo- 
10 nukleotid eine Lange von 12 bis 20 Nucleotiden aufweist. 

13 Oligonucleotid-Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
A wobei das Oligonukleotid zu einem Teil der das Protooncogen 

^ bcl-2 codierenden Nucleinsaure komplementar ist. 

14. Oligonucleotid-Konjugat nach Anspruch 13, das die Nuclein- 
sauresequenz 5'-GTT CTC CCA GCG TGT GCC AT-3 ' umf aSt . 

15 Arzneimittel, das Oligonucleotid-Konjugat nach einem der 
20 Anspruche 1 bis 14 enthaltend, gegebenenf alls in Kombination 

mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager . 

16. Verwendung des nach einem der Anspruche 1 bis 14 definier- 
ten Oligonucleotid-Konjugats zur Antisense-Therapie . 

17 Verwendung nach Anspruch 16 zur Krebstherapie , zur Thera- 
pie von viralen Erkrankungen , zur Therapie entziindlicher Pro- 
zesse zur Therapie asthmatischer Erkrankungen, zur Therapre 
von Erkrankungen des zentralen Nervensystems und zur Therapie 
30 von Herz-Kreislauf -Erkrankungen. 
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Fig. 1 . Synthese der Tyr 3 -Octreotat-ODN-Konjugate. 
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Chemische Struktur der Tyr'-Octreotat-ODN-Hybrid Molektile. 
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Oligonucleotide Conjugates 

The present invention relates to an oligonucleotide 
conjugate comprising: (a) an oligonucleotide at least part 
of whose sequence is complementary to an intracellular 
nucleic acid sequence; and (b) a somatostatin analog. The 
present invention also concerns a medicament containing this 
oligonucleotide conjugate, preferably for treating tissues 
in which the somatostatin receptor (SSTR) is overexpressed . 

A large number of publications was published in recent years 
(Chrissey, Antisense Res. Devel. 1 (1991), 65), which dealt 
with the biological activity of synthetic antisense 
oligonucleotides (ODNs) . The concept concealed behind the 
medical use of such ODNs is the intracellular hybridization 
with a corresponding sense sequence of the messenger RNA 
which codes for a certain protein. Following ODN mRNA duplex 
formation, RNase H is activated which hydrolyt ically 
destroys the mRNA. Other mechanisms inhibit the translation 
initiation and the splicing of pre-mRNA. These mechanisms 
inhibit the expression of a certain protein and can be 
repeated for an intact ODN. The effectivity of intracellular 
antisense ODNs should therefore be high. In addition to a 
number of promising experiments which were carried out using 
cell cultures, there were, however, serious retrogressive 
steps for the clinical application of first-generation 
antisense ODNs. Second-generation compounds comprised above 
all the phosphorothioates which distinguished themselves 
from the ODN derivatives tested by that time by a better in 
vivo stability over nucleases and an increased cell membrane 
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permeability. The other modifications were carried out with 
the bases and the oligomeric backbone of the ODNs, which are 
not dealt with in more detail herein. The partially serious 
side-effects of the phosphorothioates comprised strong 
immune responses. The improvements which shall presently be 
obtained with the commercially favored phosphorothioates 
are, on the one hand, charge reduction by introducing 
uncharged oligo building blocks to reduce undesired side- 
effects and, on the other hand, sequence optimization to 
improve the affinity for the target mRNA. 

It showed that the taking-up of oligonucleotides into the 
cell depends on the time, temperature, energy and 
concentration. Physico-chemical characteristics which 
influence particularly the pharmacokinetics of these 
compounds are lipophilia, the ionization degree and the 
molecular structure. In this connection, a limiting effect 
is in particular their polyanionic charge when passing 
through the positively charged cell membrane. The membrane 
transport and the cellular distribution vary strongly in the 
case of modified oligonucleotides as a function of the 
modified lipophilia and charge distribution (Crooke and 
Lebleu, Antisense Research and Applications (1993), CRC 
Press, Boca Raton, FL) . Unmodified phosphodiester 
oligonucleotides are internalized by receptor-controlled 
endocytosis in the cell. These 34 to 90 kDa receptor 
proteins having obviously reduced transport capacity were 
identified using various methods (Loke et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci U.S.A. 86 (1989), 3474; Yakubov et al . , Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86 (1989), 6454). However, their 
real functioning has not yet been deciphered. 
Methylphosphonates penetrate the cell by absorptive 
endocytosis (pinocytosis) . Other modified oligonucleotides 
do not rely on a diffusion through the cell membrane either 
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and are introduced by endocytosis without special receptors. 
It is still unclear whether the contents of the endosome are 
readily released in the cytoplasm in the final analysis. The 
problem consists in the difficult detection of the 
oligonucleotides in the very close cell compartments of 
vacuoles, cytoplasm and cell nucleus by the current 
measuring methods (Milligan et al . , J • Med. Chem. 36 (1993), 
1923) . Some authors report that only up to 10 % of the 
oligonucleotides migrate from the extracellular space into 
the cell interior (Edington, Bio/Technology 10 (1992), 993). 
Microinjections of natural and modified oligonucleotides 
having fluorescence labeling showed, however, under the 
fluorescence microscope a concentration of the sample in the 
cell nucleus within seconds. The correlations between the 
observations resulting from fluorescence microscopy and the 
biological activity of the compounds suggested the theory 
that the transport through the cell membrane and the release 
of the oligonucleotides from the vacuoles are counted among 
the most ineffective steps of the described transport 
mechanisms . 

Many efforts have therefore been made to improve permeation. 
For example, phosphorothioates have an increased antisense 
activity in the presence of cationic lipids, however, they 
have none in the presence of anionic lipids (Colige et al., 
Biochemistry 32 (1993), 7). Due to their increased 
lipophilia phosphorothioates have an improved passing 
capability through the cell membrane as compared to 
phosphodiesters. On the other hand, they may trigger the 
above-mentioned undesired side-effects which because of 
certain ODN sequences and modifications resulted in a 
massive cytokine release and subsequent immunost imulation 
(Krieg et al., Nature 374 (1995), 546; Stein et al., Gene 72 
(1988), 333). Phosphorothioate oligodeoxynucleot ides caused 



complement activation, clot formation and hypertension in 
monkeys (Galbraith et al., Antisense Res. Dev. 4 (1994), 
201). in addition, these compounds have potential binding 
properties with respect to proteins, such as growth factors 
and receptors, resulting in numerous non-ant isense effects 
(Mateucci and Wagner, Nature 384 (1996), 20; Stein and 
Cheng, Science 261 (1994), 1004; Hertl et al., J - Invest. 
Derm 104 (1995), 813; Maltese et al., Nucleic Acids Res. 23 
(1995), 1146; Chavany et al., Molec. Pharmac. 48 (1995), 
738) . 

Other strategies of improving the cell absorption pursued 
the induction of known transport mechanisms by linking 
certain groups. Examples are the conjugation of hydrophobic 
groups such as cholesterin, phospholipids or of charge- 
compensating poly(L-lysine) (PLL) chains (Crooke and Lebleu, 
Antisense Research and Applications (1993), CRC Press, Boca 
Raton, FL). Acridine conjugated at the 3' or 5' end of 
phosphodiester oligonucleotides showed along with an 
improved nuclease stability and a tighter hybridization by 
intercalation particularly favorable permeation effects with 
various cell types (Stein et al . , Gene 72 (1988), 333). 
Another interesting approach for fixing the oligonucleotides 
on the cell surfaces is presently pursued by several study 
groups. The discovery of the Ca 2+ -dependent carbohydrate- 
recognizing domains (CRDs) in the receptors of macrophages 
prepared the ground for a cell-specific strategy. However, 
the receptors only detect structures having several sugar 
units. For mannose residues e.g. antisense oligonucleotides 
were joined with mannose residues via a high-molecular 
protein (Mosigny et al., Adv. Drug. Del. Rev. 14 (1994), 1) 
or mannose phosphoroamidites were introduced into ODNs m 
automated fashion (Wijsman et al., Recueil des Travaux 
Chimiques des Pays-Bas 115 (1996), 397). In summary, the 
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therapeutic use of ODNs has only led to, on the whole, 
unsatisfactory results thus far, above all because of the 
very inefficient taking-up through the cell and the absence 
of a specific transport system for certain desired cells. 

Thus, it is the object of the present invention to provide 
antisense ODNs which do not have the drawbacks of the above 
described compounds used in therapy thus far, i.e. above all 
can be absorbed efficiently by the cell and can preferably 
be introduced into the desired target cells. 

. lnm ^ c onlved bv the embodiments 
This technical problem is soivea oy 

characterized in the claims. 

The present invention served for developing ODN conjugates 
which can be taken up via somatostatin receptors (SSTRs) . 
Somatostatin is a cyclic tetradecapeptide which is present 
in the hypothalamus, comprises important regulatory 
functions and has inhibitory effects as regards the 
secretion of growth hormones. In addition, SSTRs are 
overexpressed in various tumors, e.g. in small cell lung 
carcinomas, breast tumors, brain tumors, and many other 
(predominantly endocrine) tumors. Thus, the membrane- 
associated SSTRs represent a potential molecular target for 
the selective incorporation of desired active substances, in 
particular into tumors. The inventors then considered that 
it should be possible to link substances to be transported 
into cells to the natural substrate of SSTRs, i.e. to 
somatostatin, thus achieving selective cell uptake via 
SSTRs. However, the short biological half-life of natural 
somatostatin in vivo (less than 3 min.) is opposed thereto. 
However, some analogs of somatostatin have meanwhile been 
developed which should be suitable for the purpose according 
to the invention. 
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According to the invention conjugates are now provided 
comprising (a) an oligonucleotide (ODN) at least part of 
whose sequence is complementary to an intracellular nuclexc 
acid sequence; and (b) a somatostatin analog. The conjugates 
according to the invention permit e.g. the well-calculated 
antisense therapy, above all of tumors in which SSTRs are 
overexpressed. In addition to the cancer therapy, the 
antisense oligonucleotides are adapted to treat viral 
diseases, such as HSV-1 (herpes simplex virus) diseases, to 
treat inflammatory processes (e.g. target RNA: NF-KB) to 
treat asthmatic diseases (e.g. target RNA: adenosine-Al 
receptor), to treat diseases of the central nervous system 
(e.g. target RNA: dopamine receptors), and to treat cardio- 
vascular diseases (e.g. target RNA: c-myc) . 

The oligonucleotides in consideration are both 
oligodeoxyribonucleotides and oligoribonucleotides , however, 
the latter preferably in stabilized form, e.g. 2-0-methyl- 
RNA. Yet due to their greater stability 

oligodeoxyribonucleotides are preferred. 

Octreotide, octreotate, tyrosine-3-octreotide, tyrosine-3- 
octreotate, lanreotide and RC-160 (C.J. Andersen et al., 
Chem. Rev. 99, pages 2219-2234 (1999)) are preferred as 
somatostatin analogs. In addition, peptide mimetics such as 
PTR 3046 (Gilon et al . , J ■ Med. Chem. 41, pages 919-929 
(1998)) are suitable. Octreotide is a very effective analog 
of somastatin which is a cyclic octapeptide having an 
improved specificity and a half-life of about 90 min. (Bauer 
et al., Life Sci. 31 (1982), 1133-1140). It turned out 
recently that octreotate, the carboxylic acid derivative of 
octreotide, has even improved pharmacological properties and 
is thus an interesting alternative for octreotide (de Jong 
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et al., Cancer Res. 58 (1998), 437-441). The expression 
"octreotide" used herein relates to a somatostatin analog 
having the structure described by Bauer et al., Life Sci . 31 
(1982), 1133-1140 and the expression "octreotate" used 
herein refers to a somatostatin analog having the structure 
described by de Jong, Cancer Res. 58 (1998), 437-441, a 
carboxylic acid derivative of octreotide being concerned. 
These expressions also comprise modifications of the 
originally described molecules, e.g. modifications which 
relate to the exchange, deletion or addition of one or more 
amino acids and further modifications which are known to a 
person skilled in the art and which are common for peptides 
and do not impair, or do not impair substantially, the 
effectiveness of the molecule as somatostatin analog, e.g. 
tyrosine-3-octreotide and tyrosine-3-octreotate . Spacer- 
modified octreotide derivatives are also suitable (Smith- 
Jones et al., Nucl. Med. Biol. 24, pages 761-769 (1997)). 

In a preferred embodiment of the present invention, the 
phosphodiester compounds of the oligonucleotide molecule 
according to the invention are partially or preferably fully 
replaced by phosphorothioate compounds. As a result, the 
oligonucleotide molecules have a greater half-life within 
the cell, since they are protected from enzymatic 
degradation. Methods of synthesizing such modified 
oligonucleotide molecules are known to the person skilled in 
the art and they comprise e.g. also the synthesis method 
described in Example 3 below. 

Additional modifications may be introduced to further 
increase the stability of the oligonucleotide molecule 
according to the invention. Here, the protection of the 3' 
end of the ODN over the degradation by exonucleases using a 
propanediol group has to be mentioned by way of example. 



Further advantageous modifications are modifications of the 
internucleotide phosphodiester bridge, e.g. 

phosphorodithioate, methylphosphonate ; modifications of the 
sugar residues, e.g. a-anomeric sugars, 2'-modified sugars, 
carbocyclic sugars; modifications of the bases, e.g. 5- 
propinyl-T, 7-desaza-7-pro P inyl-G (oligonucleotides and 
analogues, A practical approach, Editor: F. Eckstein, Oxford 
University Press 1991; Methods in Molecular Biology, Vol. 
26- Protocols for oligonucleotide conjugates: Synthesis and 
Analytical techniques. Editor: S. Agrawal, Humana Press, 
19 94). Peptide-nucleic acid derivatives (e.g. PNA, are also 
usable . 

m another preferred embodiment of the present invention, 
the oligonucleotide molecule is covalently linked with Tyr - 

synthesis of this compound the steps may be taken as 
indicated in the below examples. This permits the 
radioactive labeling of the whole molecule so as to be able 
to pursue e.g. the efficiency of the binding to the SSTR 
and/or the uptake into the cell. 

in a preferred embodiment phosphorothioate ODNs were used as 
a basis for the production of the conjugates according to 
the invention, which were covalently linked with Tyr 
octreotate. The peptide was synthesized via solid phase 
synthesis, oxidized to form the cyclic disulfide and then 
derivatized with an N-terminal maleimido unit. 5'-throl- 
derivatized phosphorothioate ODNs which were directed 
against the proto-oncogene bcl-2 were attached by 
conjugation to this maleimido-modif led peptide. It was found 
surprisingly that the above-mentioned prior art problems 
could be solved with these Tyr' octreotide-linked antisense 
oligonucleotides, since it showed that the conjugates can 



still bind to SSTRs with high affinity, it also turning out 
that the terminal conjugation of the ODNs does not impair 
the binding to the target nucleic acid molecule. 

Particularly preferred are oligonucleotide conjugates 
according to the invention in which the somatostatin analog, 
e g. octreotide or octreotate is covalently linked with the 
5. end of the oligonucleotide molecule, e.g. via a thioether 
linkage or linkage via acetal, alkine, amide, amine, 
carbamate, a-carbonyl thioether, disulfide, ester, ether, 
phosphoric acid ester, sulfonic acid ester or thiourea. The 
linkage with the 5' end of the oligonucleotide via a 
disulfide bridge is most preferred. 

It is also preferred to link the somatostatin analog with a 
substituent of a base present in the oligonucleotide via a 
spacer. Preferably hydrocarbon groups, e.g. -(CH 2 )i-io-, most 
preferably methyl, ethyl, propyl groups, are suitable as 
spacers . 

The nucleic acid sequence of the oligonucleotide molecule is 
designed in accordance with the desired target sequence, 
i e it must be substantially complementary thereto, so that 
hybridization can take place and thus the biological 
function of the intracellular target molecule can be 
inhibited. The intracellular nucleic acid sequence is 
preferably an mRNA, e.g. an mRNA coding for a prooncogene or 
oncogene, or viral RNA, e.g. of HIV. Oligonucleotide 
molecules whose nucleic acid sequences are complementary to 
the coding part of an mRNA are most preferred. 

in order to ensure good uptake via the SSTRs , on the one 
hand, and permit a stable and specific attachment to the 
target nucleic acid sequence, on the other, the nucleic acxd 
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sequence of the oligonucleotide molecule according to the 
invention shall have a length between eight and fifty 
nucleotides, more preferably a length between twelve and 
twenty nucleotides, and most preferably about 15 
nucleotides . 

As discussed above already, the oligonucleotide molecules 
according to the invention are particularly suitable for 
manipulating cells in which the SSTRs are overexpressed, 
e.g. in certain tumors, and thus also for a well-calculated 
tumor therapy. Thus, a further preferred embodiment of the 
oligonucleotide conjugates according to the invention 
relates to those whose nucleic acid sequence is 
complementary to the nucleic acid sequence of a target 
molecule whose presence within the cell or whose over- 
expression is associated with the disease, e.g. a tumor. 
These target molecules comprise e.g. the mRNAs of oncogenes 
or proto-oncogenes, such as bcl-2, p53, N-myc, NF-KB, c-myc, 
Ha-ras, BCR-ALB , PKA(RIa) and c-raf-1. 

The inhibition of bcl-2 is preferred, since a large number 
of tumor types shows an aberrant expression of the proto- 
oncogene bcl-2, which results in an increase of the 
concentration of the protein bcl-2. As is known, this 
protein inhibits apoptosis. Thus, the inhibition of the 
expression of the bcl-2 gene so as to effect apoptosis of 
the tumor cells and thus the elimination of the tumor, is a 
significant approach for a cancer therapy. Therefore, 
another preferred embodiment of the oligonucleotide relates 
to a molecule whose nucleic acid sequence is partially 
complementary to the nucleic acid coding for the proto- 
oncogene bcl-2. In a particularly preferred embodiment, the 
oligonucleotide molecule according to the invention 
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comprises the nucleic acid sequence 5 ' -GTT CTC CC* GCG TGT 

GCC AT-3 1 . 

Finally, the present invention relates to a medicament which 
contains an oligonucleotide conjugate according to the 
invention, optionally in combination with a pharmaceut ically 
acceptable carrier. A person skilled in the art is familxar 
with suitable carrxers and the formulation of such 
medicaments. The suitable carriers comprise e.g. phosphate- 
buffered common salt solutions, water, emulsions, e.g. 
oil/water emulsions, wetting agents, sterile solutions, etc. 
The medicament according to the invention may be present xn 
the form of an injection solution, tablet, ointment, 
suspension, emulsion, suppository, etc. It may also be 
admxnistered in the form of depots (microcapsules, zxnc 
salts, liposomes, etc.). The kind of administration of the 
medicament depends inter alia on the form in which the 
active substance is present, it can be effected orally or 
parenteral^. The methods for the parenteral administration 
comprise the topical, intra-arterial (e.g. directly into a 
carcinoma) , intramuscular, intramedullary, intrathekal, 
intraventricular, intravenous, intraperitoneal, transdermal 
or transmucosal (nasal, vaginal, rectal, sublingual) 
administration. The administration can also be effected by 
microinjection. The suitable dosage is determined by the 
attending physician and depends on various factors, e.g. the 
age, sex, patient's weight, kind and stage of the disease, 
kind of administration, etc. 

The oligonucleotide conjugate according to the invention is 
preferably used for antisense therapy, e.g. for treatxng 
viral diseases, inflammatory processes, asthmatic diseases, 
diseases of the CNS, cardio-vascular diseases or for cancer 
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therapy, e.g. for treating small cell lung tumors, breast 
tumors and brain tumors. 

Description of the figures: 



Figure 1: Diagram for the production of the Tyr octreotate 
ODN conjugates 

Figure 2: Diagram for the production of the maleimido- 
modified Tyr 3 octreotate 

(a) step-wise elongation; (b) TI(TFA) 3 ; (c) 
Mal(CH 2 ) 6 COOH, HOBTU, DIPEA; (d) TFA, H 2 0, phenol, 
TIS. 

Figure 3: Chemical structure of the Tyr 3 octreotate ODN 
hybrid molecule 

Figure 4: Chromatogramm of reverse phase HPLC 

Conjugation of a thiol-modif ied oligonucleotide 
with the maleimido peptide 4. (A) reaction mixture 
after four hours; I: shortened sequences, II: ODN 
dimer by-product; III: conjugate; IV: excess 
maleimido peptide. (B) : purified conjugate 6 

Figure 5: Melting curves of modified and non-modified 20-mer 
QDNs in 50 mM Tris/HCl (pH 7. 5), 0.15 M NaCl ■ 
Of complementary phosphorodiester strands having 
antisense bcl-2 phosphorothioate (O) , sense bcl-2 
phosphorothioate (•) , ODN conjugate 5 (□) , ODN 
conjugate 6 (■) , and control strand antisense bcl- 
2 phosphorodiester (♦). For a better overview 
only every tenth measuring point is shown. 
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Fiqure 6: P lacement of 125 I-Tyr 3 octreotide of rat cortex 
membranes 

The measurements were determined from three 
experiments. The ordinate represents the specific 
binding in percent. It corresponds to the total 
binding minus binding in the presence of the ODN 
conjugates 5 (□) ; solid line), 6 (0; dotted line) 
and 7 (♦; broken line) 

Abbreviations used: Acm: acetamidomethyl ; Boc: tert.- 
butyloxycarbonyl; DI PEA : diisopropylethylamine; DTT : 
dithiot reitol ; Fmoc : 9-f luorenylmethyl methoxycarbonyl ; 
HOBTU : 2- (lH-benzotriazole-l-yl) -1, 1, 3 , 3-t et ramethyluronium 
hexafluorophosphate; ODN: oligodeoxyribonucleot ide ; SPPS: 
solid phase peptide synthesis; SSTR: somatostatin receptor; 
TEAA : triethylammoniumacetate; TIS: triisopropylsilane . 

The following examples explain the invention. 

Example 1: General methods 

The peptides were analyzed and separated by means of HPLC on 
a "Gynotech P-580" system (Gynotech, Germering, Germany) 

=, , 73r iahle "SPD 6-A UV detector" and 
which was equipped with a variaoxe sru 

a "C-R5A integrator" (both devices from Shimadzu, Duisburg, 
Germany) . The columns used were "Nucleosil C 18 " 5 pm, 250 x 
4 mm (Machery & Nagel, Duren, Germany), LiChrosorb RP-select 
B 5 urn, 250 x 4 mm and "LiChrosorb RP-select B" 10 urn, 250 x 
10 mm (Merck, Darmstadt, Germany). The ODNs were purified on 
a "Waters" HPLC system on "PRP-1 Material" 7 um, 305 x 7 mm 
(Hamilton, Bondauz, Switzerland). The UV measurements and 
the melting point studies were carried out with a "Varian 
Cary 13 .. spectrometer for U.V. light connected to an 
interface using a computer (company Varian, Palo Alto, 
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USA.). Mass spectrometric analyses of the peptides and the 
oligonucleotides were carried out with a MALDI instrument 
("Maldi-1" (= matrix-supported laser desorption/ionization; 
company Kratos Instruments, Chestnut Ridge, New York, 
U.S.A.). X H and 13 C NMR spectrums of maleimido peptide 4 were 
recorded on an "AM 250" spectrometer (company Bruker 
Analytik GmbH, Rheinstetten, Germany) and are expressed as 5 
units relative to the CD 3 OD (5 = 49.3 for 13 C) . The peptides 
were synthesized manually in an SPPS reactor. The 
oligonucleotides were produced on a "Model 394" DNA 
synthesis device (Applied Biosystems, Foster City, U.S.A.) 
or on a "PerSeptive Expedite 8900" synthesis device 
(PerSeptive Biosystems, Hamburg, Germany). Lyophilization 
was carried out on an »al-2» lyophilizer (Christ, Osterode, 
Germany). Membrane-binding studies were carried out on a 
filtration device produced especially for this purpose. 

All standard reagents were obtained from Merck (Darmstadt, 
Germany). The chemicals for the peptide synthesis were 
bought from Novabiochem (Lauf elingen, Switzerland), N- 
m aleinimido-6-capronic acid, thallium ( II I ) trif luoroacetate 
and TIS from Fluka (Buchs, Switzerland). The chemicals for 
the oligonucleotide synthesis were provided by Perkin-Elmer- 
Applied Biosystems (Norwalk, Connecticut) or PerSeptive 
Biosystems (Hamburg, Germany). The reagent EDITH for the 
sulfurization was also supplied by PerSeptive Biosystems. 
The thiol linker phosphoroamidite was obtained from Glen 
Research (Sterling, Minnesota, U.S.A.) Anhydrous solvents 
were bought from Merck, PerSeptive Biosystems and SDS 
(Peypin, France). NAP-10 gel filtration columns were 
obtained from Pharmacia (Uppsala, Sweden). The proteins were 
determined by means of the "Bradford" assay (Sigma) . Water 
was purified by the Milli-Q" system from Millipore, Saxnt- 
Quentin, France). Tyr 3 octreotide was produced by means of 
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o treotide using the chloramine-T method according to Ba k er 
I a. »ucl. »ed. 9 ,1990,, 1S01-1509. The resulting 
product was purified over HPLC and stored tor further use at 
80-C The radioisotope sa'"! was obtained fro, Amersham 
harmlcia Biotech Freiburg, Germany,. The cc~pl~.nt.ry 
unmodified phosphodiester OD N s and P-^"^* ^ for 
th e melting temperature analysis -GTT CTC CGA GCG ; TG GGC 
M .3- (antisense, and 5 ' -ATG GGA GAG GGT GGG AGA AC-3 
(sens e) were synthesized according to standard methods. 



i^-Tyr 3 octreotide was produced by i° dizln ^_ ^ 



Example 2 : 
octreotate 



Synthesis 



of 



the maleimido-modified Tyr 3 



Although octreotate only contains eight amino acid residues 
the synthesis is rendered more difficult y 
structural features, in particular cyclization of 
Llfide bridges cannot be harmonized with the introduction 
of amino-reactive and thiol-reactive groups, reared for 
the conjugation. Therefore, a synthesis protocol was 
developed in the present invention which permits the solid- 
phase formation of the disulfide bridges and the subsegue 
iin.age with the reactive group. In this connection, the 
peptides were Joined by means of Fmoc chemistry to g 
Loc-Thrm-Wang.. resin ,0.61 ™ol/a, 
N ovabioc h em, ^ufelingen, Switzerland, , flour, , 2 , . Wxth h 
procedure the tyrosine residue was also introduced to enab e 
radioactive labeling with iodine. The conjugation of the 
maleimido portion to the peptide prevented the subset nt 
cyclization of the disulfide. N-Fmoc amino acids with t e 
/ollo-lno side chain protective groups were used: Cys ,Ac-m 
Ly s,Boc,, Thr.Bu,, 0-Trp,Boc, and Tyr.Bu,. Al coup 
steps were carried out in DMF. The peptide chains were 
constructed manually in accordance with a modified in situ 
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neutralization cycle (Schnolzer et al., Int. J. Peptide 
Protein Res. 40 (1992), 180-193). This cycle consisted of 
double decoupling (1 min. and 5 min.) with 50 % piperidine 
in DMF and 10 min. coupling with 4 equivalents Fmoc amino 
acid (0.4 M in DMF, 5 min. incubation with 3.9 equivalents 
HOBTU and 6 equivalents DI PEA) . After conclusion of the 
reaction, the resin (1.75 dry weight) was treated with 
piperidine in DMF so as to remove the protecting group from 
the terminal a-amino group of the peptide. An aliquot was 
cleaved and analyzed over HPLC, product 1 forming with a 
yield of over 90 %. 200 mg of the resin-bound peptide 1 were 
cyclized with two times the molar excess of 
thallium(III) trif luoroacetate in DMF at room temperature. It 
could be shown by analysis of a small aliquot that the 
formation of product 2 was substantially concluded within 
one hour. After thorough washing, N-maleinimido-6-capronic 
acid was coupled, as described above, the resin was washed 
and dried overnight in a vacuum. The cleavage was carried 
out with 5 ml 37:1:1:1 TFA/H 2 0/phenol/TIS at room 
temperature for two hours. The resin was filtered off and 
washed. The peptide was precipitated by gradual addition of 
tert.-butyl-methylether at 4°C. The purification was made 
using reverse phase HPLC on the "RP-selectB" column with the 
following gradient: 20 % B -> 50 % B in 7 . 5 min . and 50 % B 
-> 100 % B in 5 min. (A = H 2 0, B = acetonit rile , both with 
0.1 % TFA) ; flow rate: 4 ml/min. Under these conditions, the 
peptide eluted after 10.2 min. Following the lyophilization, 
44 mg product 4 were obtained as a loose powder (43.6 % 
total yield) . The purified peptide was characterized by 
means of mass spectrometry. For C 5 9H75Nii0 15 S 2 [M + H] + m/z 
1243.4 were calculated; found value: 1244.2. 13 C NMR (CD 3 OD) 
6 = 20.02 (q), 20.58 (q) , 22.89 (t), 26.28 (t), 27.14 (t), 
27.70 (2 C) (t), 29.24 (t) , 31.42 (t), 36.75 (t), 38.4 (t), 
39.34 (t), 40.19 (t), 40.65 (t), 46.45 (t), 46.52 (t), 53.86 
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re no m\ Sfi 42 (d) , 57.68 (d) , 
(d) 54.16 (d), 54.43 (d) , 55.18 (d) , 56. 4^ lew, 

9 68 <d,, 60.55 «>. 6B.S5 69.09 <d,, 110.«1 . . 

(d) 12 4.83 <d>. !27,74 <d, , .23.66 <s, , 128.91 <■). 12-3 

C, ^130.66 <2C, <d,, 131.54 .2 0, (d , 125 32 
(d) 137.99 ,s>, 138.56 (s), 157.35 (s,, 171.26 (s), 172.11 
172.60 ,2 C, «„. X72.7, ,s>, 173.26 <s>. 173.57 «... 
174.20 (S), 174.35 (s), 175.00 (s) , 175.36 (s). 

After the oxidation, the absorption of the .-carbon atoms of 
the cysteine moves considerably to greater 5 values in the 

x - ?S 5 to 8 = 38 . 9 for 
13 C-NMR spectrum (e.g. from 6 - 2b. 

glu tathione) . Thus, this chemical shift can be used for 
determ^ng the oxidation status of the peptx es with 
disulfide bridges. The »C NMR signals of the two C B of the 
cyst eine in compound 4 appeared at 46.4 and 46.5 PP m, which 
indicates the formation of a disulfide bridge. 

ExamP le 3: Synthesis and purification of the 5- thiol ODNs 

The ODNs exclusively containing phosphorothioate compounds 
5--GTT CTC CCA GCG TGT GCC AT-3' (antisense) , -ATG GCA 

, x ar ,H R'-TAC CGT GTG CGA CCC TCT TG- 

GCT GGG AGA AC-3' (sense) and 5 TAC CGI 

= uni-hP<;ized by means of the is 
3- (non-sense) were synthesized uy 

cyanoethyl-phosphoroamidite chemistry in the 1 urn range The 
acetylatron was carried out by means of 0.1 ce 
anhydride/tetrahydrofuran <THF> and 0.1 M rmrda.ole/THF The 
sulfurization was made by means of the EDITH reagent ,3- 
ethoxy -1.2.4-dit h i.z 0 lln.-5-o„.,. The commercially avar ab 
thiol linker phosphoroamidite having a spacer of sr* carbon 
(1 -0-dimetho X ytrityl-hexyl-disulfi d e-l-[(2-cyano- 

ethyl) - (N , N -diisopropyinphosphoroamidite <Glen Research. 



end. An acetonitrile wash step 



was coupled to the 5 
followed the last coupling. The resin was dried in an argon 
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stream and treated at 55°C with concentrated ammonia for 12 
hours, which contained 0.1 M DTT, the removal of the 
protecting groups of the thiol protection and the separation 
from the resin also taking place simultaneously (Gottschling 
et al., Bioconjugate Chem. 9 (1998), 831-837). The resin was 
removed by filtration and washed with concentrated ammonia. 
After rotation evaporation of the resulting solution a clear 
residue was left which was dissolved in sterile water. In 
order to remove excess DTT, the solution was passed over an 
"NAP-10" gel filtration column. The ODN-containing fractions 
were immediately used for conjugation with the peptide. 

Example 4: Synthesis of the Tyr 3 octreotate 
oligodeoxyribonucleotide conjugate 

The 5 '-thiol ODNs were added to the maleimido peptide 4 
(five times the excess) in aqueous 0.1 M TEAA, pH 6.5, which 
contained 20 % DMF . The pH value was adjusted by adding 1 M 
TEAA, pH 6.5. The mixture was incubated at room temperature 
for 4 hours, and it turned out that this time was sufficient 
for a complete conjugation according to an analytical HPLC. 
For purifying the conjugates over RP-HPLC the following 
buffers were used: buffer A: 5 % acetonitrile in 0.1 M 
triethylammonium acetate, pH 6.5; buffer B: 70 % 
acetonitrile in 0.1 M triethylammonium acetate, pH 6.5; a 
linear gradient of 0 % - 100 % B (2 ml/min.) was used over a 
period of 30 min. The conjugates eluting after 22.3 min . 
were collected and lyophilized. The yields were between 34 
and 42 % (based on the amount of the starting 5 '-thiol 
ODNs) . The conjugates were characterized by means of "MALDI - 
TOF" analysis. 5: m/z = 7822.9 [M + H] + (C 258 H 3 35N790i 2 oP2oS 2 3 : 
calculated 7819.96 g/mol); 6: m/z = 7936.8 [M + H] + 
(C 26 oH 331 N 95 0 112 P 2 oS 2 3: calculated 7936.07 g/mol); and 7: m/z - 
7822.9 [M + H] + C^sHsss^Oi.oPzoSaa : calculated 7819 . 96 g/mol). 




The production of the Tyr 3 -oct reotate 

oligodeoxyribonucleotide conjugate with a stable thioether 
bond is also shown by way of diagram in figure 1 and the 
chemical structure of the individual Tyr 3 octreotate 
oligodeoxyribonucleotide conjugates is illustrated in figure 
3. 

The chromatogram of the mixture of the crude products shows 
four peaks at about 16.8, 19.2, 21.1 and 24.8 min., which 
correspond to shortened sequences, the ODN dimer by-product, 
the conjugate and excess maleimido peptide (figure 4). Due 
to the considerable differences existing as regards the size 
and polarity the conjugates could easily be separated from 
the contaminants and excess educt 4. 

Example 5: Melting temperature analysis of the hybridization 

The melting temperature analyses were used for determining 
the influence of the peptide portion on the hybridization 
efficiency of the antisense ODN peptide conjugates to the 
complementary strand. The dissociation of duplexes was 
determined which had been formed from the equimolar 
concentrations of the ODN conjugates and an unmodified 20- 
mer ODN target molecule. The measurements were carried out 
three times in each case in closed quartz cuvettes (1 cm 
path length) at 260 nm. The samples were produced as 
solutions of the two complementary oligomers in 1000 pi 
buffer with 0.5 OD. 50 mM Tris/HCl, pH 7.5, which contained 
0.15 M NaCl, was used as the buffer. The melting curves were 
measured with a temperature gradient of 30 to 90°C with a 
heating and/or cooling rate of 0.5°C/min. The hybridization 
of the oligonucleotides was effected before the analysis in 
all samples by five minutes of heating to 90°C and 
subsequent slow cooling to room temperature. The analysis 
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was carried out by means of the "Varian thermal" software 
(company Varian, Palo Alto, U.S.A.) . All T m values were 
calculated from the first derivative of the melting curve 
and they represent average values obtained from various 
analyses (+ standard deviation) . The maximum insecurity as 
to the T m data, based on repeated experiments, is 
approximately + 0.5°C. 

The T m of the unmodified 20-mer starting phosphodiester 
sequence was 73.1 + 0.2°C. Compared therewith T m values of 
conjugates 5 (65.0 + 0.0°C) and 6 (63.8 + 0.5°C) were 
relatively low. It is known that the T m of a 
phosphorothioate drops by about 0 . 5 °C/nucleotide as compared 
to the corresponding phosphodiester ODN ( Freier , in: 
Antisense Research and Applications. Editor: Crooke, S . T . , 
Lebeu, B., CRC Press Boca Raton, FL (1993), 67-82). Thus, 
the T m curves were typical of those obtained with unmodified 
ODNs. In order to confirm this, unmodified phosphorothioate 
ODNs were produced. The resulting T m values of the antisense 
strand (64.8 + 0.5°C) and the sense strand (66.2 + 0.5°C 
confirmed the correctness of the prediction. In figure 5, 
the T m curves of the duplexes which contained conjugates 5, 
6 and the unmodified phosphorothioate ODNs, were compared 
with the unmodified duplex. These results refer to the fact 
that the peptide portion at the 5' terminus of the 20-mer 
ODN does not impair the hybridization efficiency. 

Example 6: SSTR binding assays 

For accurately determining the competitive displacement 
reaction, the concentration of the conjugates was determined 
by means of the millimolar absorption coefficient. In this 
connection, it was assumed that £ m is the sum of ODN s m and 
peptide e m : e m = X ( (nA x 15 . 4 + nC x 7 . 3 + nG x 11 . 7 + nT x 
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8.8) x 0.9) + (nTrp x 5.0 + nTyr x 1.4 + nPhe x 0.2). Using 
this equation the following e m values were determined: 5 = 
180.5; 6 = 212.7; and 7 = 180.5. For the binding assays rat 
cortex membranes were resuspended at a protein concentration 
of 500 ug/ml in incubation buffer (10 mM HEPES , pH 7 . 6 with 
5 % BSA fraction V, MgCl 2 (10 mM) and bacitracin (20 
ug/ml)). 100 ug protein were used per assay. The cell 
membranes (200 ul) were mixed with 30 ul incubation buffer 
with increasing concentrations of the competitor (conjugates 
5-7) (10" 5 to 10- 10 mol/1) . About 20.000 cpm 125 I-Tyr 3 
octreotide (about 20 pM) in 70 ul incubation buffer were 
added. After one hour at room temperature, the incubation 
was terminated by rapid filtration over "GF/B" glass fiber 
filters (Whatman, Springfield Mill, U.S.A.) which had been 
moistened with 1 % BSA-containing buffer. The filters were 
washed with ice-cold buffer (10 mM Tris, 150 mM NaCl) and 
the bound radioactivity was determined by means of a gamma 
counter. The non-specific binding measured by measuring the 
binding in the presence of excess non-labeled octreotide 
(10" 5 mol/1) was about 10 - 20 % of the total binding. The 
specific binding was defined as total binding minus non- 
specific binding. The results are indicated as values of the 
specific binding determined from three experiments. 
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Figure 6 shows the progressive displacement of I-Tyr 
octreotide of rat cortex membranes. The three examined 
conjugates bonded with high affinity in the lower nanomolar 
range, the IC50 values of conjugates 5, 6 and 7 were 1.83 + 
0.17 nM, 2.52 + 0.43 nM and 1.88 + 0.47 nM, respectively. 
The similar affinities clearly show that the sequence of the 
ODN does not influence markedly the receptor affinity. 
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Claims 



1. An oligonucleotide conjugate comprising: (a) an 
oligonucleotide at least part of whose sequence is 
complementary to an intracellular nucleic acid 
sequence; and (b) a somatostatin analog. 

2. The oligonucleotide conjugate according to claim 1, 
wherein the oligonucleotide is an 
oligodeoxyribonucleotide . 

3. The oligonucleotide conjugate according to claim 1 or 
2, wherein the phosphodiester compounds in the 
oligonucleotide are partially or fully replaced by 
phosphorothioate compounds. 

4. The oligonucleotide conjugate according to claim 1, 2 
or 3, wherein the 3' end in the oligonucleotide is 
covalently bonded to a propanediol group. 

5. The oligonucleotide conjugate according to any one of 
claims 1 to 4, wherein the somatostatin analog is 
octreotide or octreotate or a derivative thereof. 

6. The oligonucleotide conjugate according to any one of 
claims 1 to 5, wherein the somatostatin analog is 
covalently bonded to the 5' end of the oligonucleotide 
molecule . 

7. The oligonucleotide conjugate according to any one of 
claims 1 to 6, wherein the somatostatin analog is 
covalently bonded to a base present in the 
oligonucleotide molecule via a spacer. 
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5 or 



The oligonucleotide conjugate according to claim 
6, wherein the somatostatin derivative is Tyr 3 

octreotate . 

The oligonucleotide conjugate according to any one of 
claims 1 to 8, wherein the intracellular nucleic acid 
sequence is an mRNA or viral RNA. 

The oligonucleotide conjugate according to claim 9, 
wherein the intracellular nucleic acid sequence is the 
coding portion of an mRNA. 

The oligonucleotide conjugate according to any one of 
claims 1 to 10, wherein the oligonucleotide has a 
length of 8 to 50 nucleotides. 

The oligonucleotide molecule according to claim 11, 
wherein the oligonucleotide has a length of 12 to 20 

nucleotides . 

The oligonucleotide conjugate according to any one of 
claims 1 to 12, wherein the oligonucleotide is 
partially complementary to the nucleic acid coding for 
the proto-oncogene bcl-2. 

The oligonucleotide conjugate according to claim 13, 
which comprises the nucleic acid sequence -GTT CTC 
CCA GCG TGT GCC AT-3 1 . 

A pharmaceutical preparation, containing the 
oligonucleotide conjugate according to any one of 
claims 1 to 14, optionally in combination with a 
pharmaceutical^ compatible carrier. 
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16 Use of the oligonucleotide conjugate defined according 
to any one of claims 1 to 14, for the antisense 
therapy . 
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Use according to claim 16 for cancer treatment, for 
treating viral diseases, for treating inflammatory 
processes, for treating asthmatic diseases, for the 
therapy of diseases of the central nervous system and 
for the therapy of cardiovascular diseases. 
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Abstract of the Disclosure 



Oligonucleotide Conjugates 

The present invention relates to an oligonucleotide 
conjugate, comprising: (a) an oligonucleotide at least part 
of whose sequence is complementary to an intracellular 
nucleic acid sequence; and (b) a somatostatin analog. The 
present invention also relates to a medicament containing 
this oligonucleotide conjugate, preferably for treating 
tumors in which the somatostatin receptor (SSTR) is 
overexpressed . 
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Figure 1: Synthesis of the Tyr 3 octreotate ODN conjugates 

3-Tyr-Octr^tat^rQ HS °OUGO* 



[ O pH«6.S 1 

f 

S«wwmn» OLlGO 

3-Tyr-Octreotat*' 





Figure 2: Synthesis of the maleinimido-modif ied Tyr 3 
octreotate. Key: (a) step-wise extension, (b) T1(TFA) 3 , (c) 
Mal-(CH 2 )5COOH, HOBTU, DIPEA, (d) TFA, H 2 0, phenol, TIS. 



b 



\PJ — Thr— Cys — Thr — LysH3-Trp — Tyr—Cys— D-Phe 
*Bu aLti *Bu bIc BOc *Bu aLti 



(?) — Thr-C^^i^ys^T 

tBu bLc bIc *iu O 
Q (3) 

Thi — c|s— Thr— Lys— D-Trp— Tyr^-C^-D-Phe-JL{CH2)s 

(4) 
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Figure 3: 



Chemica. structure o. the Ty> ocKeotate ODN hybrid mo.ecu.es 





H A Confound 



5 
6 
7 



OLIGONUCLEOTIDE residue 



GTTCTCCCAGtGTGTGCCAT 
ATGGCACACG rTGGGAGAAC 
TACCGTSTGC^ACCCTCTTG 
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